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𝛒  Densidad (g/mL) 
𝛔  Desviación estándar 
F F de Fisher 
o C Grados centígrados 
g Gramo 
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Azúcar reductor Tipo de carbohidrato o azúcar natural que contiene un 
grupo aldehído o cetona libre capaz de actuar como 
un agente reductor y donar electrones a otra molécula.  
 
Biocombustible Combustible proveniente de biomasa o materia 
orgánica originada en un proceso biológico, utilizado 
como sustitutos de combustibles derivados del 
petróleo.  
 
Cromatografía Método de separación física en donde los 
componentes líquidos o gaseosos son separados y 
distribuidos en dos fases, una móvil y otra 
estacionaria.  
 
Enzima Moléculas orgánicas que actúan como catalizadores 
biológicos, es decir, que poseen la capacidad de 
aumentar la velocidad de reacción de manera 
considerable sin consumirse.   
 
Extracción Técnica de separación de sustancia en una mezcla 
por disolución para obtener cada componente, 
sirviéndose de uno o más solventes, donde 
usualmente se obtienen dos componentes: el extracto 
y el residuo. 
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Fermentación Proceso metabólico anaeróbico por el cual una 
sustancia orgánica se transforma en otra más simple 
por la acción de un fermento.    
 
Hidrólisis  Proceso químico que utiliza un agente catalizador 
ácido o básico que convierte disacáridos y 
polisacáridos en monosacáridos.  
 
Jarabe glucosado Líquido obtenido a partir de la hidrólisis ácida de 
materia lignocelulósica que generalmente contiene al 
solvente y monosacáridos de glucosa. 
 
Lixiviación Extracción de uno o varios solutos de un sólido 
mediante la utilización de un disolvente líquido.   
 
Materia prima Todo aquel elemento que se transforma e incorpora 
en un producto final. 
 
pH Medida de acidez o alcalinidad de una disolución, 











El presente trabajo de investigación se realizó con el fin de evaluar el 
rendimiento de etanol obtenido a partir de la hidrolisis ácida de la cáscara de 
mandarina (Citrus reticulata), cáscara de naranja (Citrus sinensis L.) y cáscara 
de limón (Citrus latifolia), mediante la  fermentación con levadura de cerveza 
(Saccharomyces cerevisiae) a escala laboratorio.  
 
Para la realización del estudio se realizó pretratamientos físicos y químicos 
a la materia prima, estos fueron la disminución del tamaño de partícula e hidrólisis 
alcalina. Posteriormente se realizó a cada muestra de sustrato pretratada la 
hidrólisis ácida mediante maceración estática con reflujo, utilizando ácido 
sulfúrico al 4 % como solvente y variando los tiempos de extracción de 2 y               
4 horas.  
 
Luego de realizar la hidrólisis ácida, el hidrolizado de cada sustrato fue 
sometido a un aumento de pH y a su posterior disminución, con el fin de precipitar 
y eliminar agentes inhibidores. Al jarabe glucosado obtenido de cada muestra se 
le determinó la presencia de azúcares solubles mediante la prueba de Benedict. 
Finalmente, se utilizó la levadura Saccharomyces cerevisiae para la fermentación 
alcohólica de cada sustrato, utilizando la operación unitaria de destilación para la 
separación del etanol en la solución y su cuantificación mediante cromatografía 
de gases FID (detector de ionización de llama).   
 
Se determinó que el sustrato con mayor rendimiento de etanol fue la 
cáscara de naranja con un valor de 0,4423 ± 0,0241 % con una desviación 
estándar de 0,1248 %, seguido de la cáscara de mandarina con                         
XVI 
 
0,3501 ± 0,0140 % con una desviación estándar de 0,0941 % y, por último, la 
cáscara de limón con 0,1470 ± 0,0044 % con una desviación estándar de      
0,0283 %. Los mayores rendimientos de etanol en cada sustrato se obtuvieron al 
estar predispuestos a un tiempo de hidrólisis ácida de cuatro horas. Tal 
dependencia del rendimiento de etanol y el tiempo de extracción se confirmó 
mediante un análisis de varianza ANOVA. 
 
El estudio se llevó a cabo con condiciones ambientales, en el Laboratorio 











Evaluar el rendimiento de etanol obtenido a partir de la hidrólisis ácida de la 
cáscara de mandarina (citrus reticulata), limón (citrus latifolia) y naranja (citrus 
sinensis L.) mediante la fermentación con Saccharomyces cerevisiae a nivel 




1. Identificar azúcares reductores a partir de la prueba de Benedict en cada 
sustrato. 
 
2. Determinar la concentración de etanol presente en cada muestra mediante 
cromatografía de gases FID.   
 
3. Determinar el porcentaje de rendimiento de etanol obtenido de cada 
sustrato en función del tiempo de hidrólisis ácida (2 y 4 horas). 
 
4. Evaluar la existencia de diferencia significativa del rendimiento de etanol 
obtenido de cada sustrato, cáscara de mandarina (citrus reticulata), 













Es posible la obtención de bioetanol a partir de la cáscara de mandarina, 





• (H0)1: el rendimiento de bioetanol no varía significativamente en función del 




• (H0)1: el rendimiento de bioetanol varía significativamente en función del 


















El etanol o alcohol etílico obtenido mediante la fermentación de azúcares 
reductores es denominado como bioetanol. Comúnmente, entre sus principales 
fuentes de materia prima se encuentran la materia vegetal que posee en su 
composición fructosa, glucosa, galactosa, entre otros. 
 
La cáscara de los frutos cítricos de naranja (Citrus sinensis L.), mandarina 
(Citrus reticulada) y limón (Citrus latifolia) presentan en su composición azúcares 
reductores los cuales pueden ser extraídos mediante maceración estática con 
reflujo utilizando como solvente ácido sulfúrico a concentraciones bajas.  
 
El proceso de fermentación alcohólica de estos compuestos puede llevarse 
a cabo mediante el uso de levadura de cerveza (Saccharomyces cerevisiae), la 
cual produce una sustancia alcohólica y otros subproductos como dióxido de 
carbono. Este proceso se encuentra influido por parámetros y condiciones tales 
como temperatura, pH, concentración, entre otros, que pueden afectar de manera 
significativa su rendimiento.  
 
La separación del bioetanol de otros compuestos resultantes de la 
fermentación puede llevarse a cabo mediante una destilación simple. Esta 
operación unitaria consiste en aplicar calor a la mezcla hasta una temperatura 
superior al punto de ebullición del etanol y menor al de los otros compuestos a 
una presión específica.  
 
La selección adecuada de procedimientos, métodos y condiciones para la 




conjuntamente al aprovechamiento de biomasa que generalmente se descarta 
como desechos o residuos agroindustriales, debido a su elevado cultivo en el 






























En la Facultad de Ingeniería de la Universidad de San Carlos de Guatemala 
se realizó la tesis Comparación de la cantidad de bioetanol obtenido a partir de 
la hidrólisis ácida de la cáscara de naranja (citrus sinensis L.) y la cáscara de 
plátano (musa paradisiaca), al realizar la variación del tamaño de partícula y el 
porcentaje de ácido sulfúrico durante la fermentación a nivel laboratorio. El 
objetivo de la investigación fue comparar la cantidad de bioetanol obtenida entre 
dos tipos de frutos que son cultivados en grandes cantidades en Guatemala, en 
función de la variación de parámetros físicos y químicos en el proceso. 
 
En la Universidad de Antioquia, Colombia, fue publicado el artículo: 
Evaluación potencial de las cáscaras de frutas en la obtención de bioetanol. Su 
meta fue evaluar frutos cítricos de la región Caribe de Colombia, tales como 
mandarina, naranja, entre otros; como potenciales fuentes para la obtención de 
bioetanol mediante fermentación alcohólica. Lo anterior con miras a contribuir a 
una propuesta para la utilización y disminución de desechos agroindustriales en 
el país.1  
 
La Universidad de Ehime y la compañía de Ehime Beverage Inc. de Japón, 
presentó el artículo científico titulado: First Plant for Manufacturing Ethanol from 
Tangerine Residue Reaches Completion. En el cual se describe el proceso y la 
tecnología empleada en la primera planta de manufactura que utiliza residuos de 
mandarina para la obtención de bioetanol dentro del país de Japón.  
 
1 TEJEDA, Lesly. Evaluación del potencial de las cáscaras de frutas en la obtención de bioetanol.            




La planta entró en funcionamiento en 2011, siendo una de las primeras en 
contemplar el uso de residuos a gran escala para la obtención de biocombustibles 
y su comercio.  
 
En la Universidad Tecnológica Nacional de Tucumán, Argentina, se realizó 
la investigación de maestría en ingeniería ambiental titulada: Reducción de la 
carga orgánica de las aguas de lavado de cáscara de limón por fermentación con 
levaduras y obtención de alcohol etílico. La cual tenía como objetivo el 
aprovechamiento y reducción de cargas orgánicas de las aguas y cáscaras de 
limón utilizando fermentación producida con levaduras, obteniendo etanol y 
dióxido de carbono como subproductos, los cuales poseen otros usos y algún 
valor económico.  
 
En la Universidad del Tolima, Colombia, la revista Tumbaga publicó el artículo 
científico titulado: “Producción de bioetanol a partir de subproductos 
agroindustriales lignocelulósicos” en donde se describe el proceso para la 
obtención de bioetanol a partir de biomasa, compuestos con materiales 
lignocelulósicos, primordialmente los que contienen lignocelulosa. 
 
Se considera la importancia de los pretratamientos físicos y químicos a los 
cuales es sometida la materia prima previo a la fermentación con levaduras para 
obtener mejoras significativas en los rendimientos de etanol obtenidos en el 
proceso. De igual manera, enfatiza el uso de enzimas obtenidas a partir de 















El etanol es un tipo de biocarburante producido por procesos biológicos de 
fermentación u obtenido a partir de derivados de petróleo. El etanol es 
considerado uno de los compuestos comercializados más utilizado mundialmente 
en el sector energético y de transporte. 
 
El etanol que se produce a partir de cualquier materia prima biológica o de 
origen vegetal que contenga cantidades considerables de azúcar, almidón o 
materia lignocelulósica se denomina bioetanol.  
 
En vista de que las materias primas son “parte fundamental del sustento 
humano y natural, y su disponibilidad es limitada a pesar de ser fuentes 
renovables y sostenibles, tanto por el exceso de demanda por parte de los países 
de primer mundo como por la acrecentada población, se trata de desarrollar la 
obtención de etanol a partir de fuentes de biomasa lignocelulósica como una 
solución”.2  
 
2.1.1. Producción de bioetanol 
 
La producción de estos compuestos se basa principalmente en la 
fermentación de azúcar o materia lignocelulósica por enzimas producidas a partir 
de una levadura. Los procesos de fermentación tradicionales consisten en 
 
2 MEDINA MORALES, Miguel; LARA FERNÁNDEZ, Lorena; et al. Aprovechamiento de materiales 




convertir los azúcares, como la glucosa o fructosa en etanol y otros químicos 
secundarios. 
 
A nivel industrial, la producción de bioetanol se ha incrementado de manera 
sustancial debido a sus grandes beneficios en aspectos ambientales, 
proporcionando la disminución de CO2 por el uso de combustibles derivados del 
petróleo, además de obtener un gran número de productos químicos secundarios 
con una amplia gama de usos en la industria alimenticia, farmacéutica y médica.  
 
No obstante, el aumento del alcance de aplicación de este compuesto en 
diversas industrias ha comenzado a generar que la mayor fuente de materia 
prima para la elaboración de bioetanol sean excedentes agroindustriales que 
comúnmente han sido utilizados únicamente en las industrias como fuentes 
combustibles según su poder calorífico. 
 
Con ello, se busca cumplir con la demanda de bioetanol y, a su vez, 
mantener y optimizar los recursos naturales existentes. Sin embargo, cabe 
mencionar que el uso de este tipo de fuentes de materia prima en muchos casos 
se encuentra restringido por aspectos económicos debido a que la materia prima 
debe llevar otros procesos como limpieza o pretratamientos.  
 
Asimismo, es ineludible considerar que la producción de bioetanol por 
medio de excedentes agroindustriales proporcionará una mayor sostenibilidad 
ambiental, al no exponer estos desechos a espacios naturales y permitir su 
disminución en volumen. Conjuntamente se abarca el aprovechamiento y 
reutilización de materia vegetal en otro tipo de procesos que pueden generar 






2.1.2. Clasificación de materia para la obtención de bioetanol 
 
A continuación, se muestra la clasificación de materia para la obtención de 
bioetanol. 
 
 Primera generación 
 
“Los biocombustibles que se definen como de primera generación se 
refieren a aquellos de cultivos básicos destinados al consumo humano como 
azucares o almidones. En algunos casos es utilizada la grasa animal extraída de 
otros procesos”.3  
 
 Segunda generación 
 
El bioetanol también se puede obtener a partir de sustancias que contienen 
lignocelulosa como es el caso de los residuos agrícolas los cuales no tiene una 
función alimenticia. Para producirlo, es necesario implementar diferentes etapas 
para tratar a la materia prima. Entre los pasos necesarios se encuentra la adición 
de hidrólisis lo cual permitirá romper los enlaces presentes en la celulosa y 
lignocelulosa, obtener el azúcar y mediante un agente biológico se realiza el 
proceso de fermentación para obtener el bioetanol. El último paso es la 
separación de este en la solución mediante destilación.  
 
 Tercera generación 
 
Estos tipos biocombustibles son generados a partir de materia vegetal de 
origen marítimo en su mayor parte como lo son las microalgas. El alga prolifera 
rápidamente y utiliza de manera eficiente la radiación solar, CO2 y elementos 
 




inorgánicos. Siendo una de las fuentes más novedosas para producir bioetanol 
se ha acrecentado el estudio de la modificación genética de algas para lograr un 
mayor rendimiento.  
 
2.2. Materiales lignocelulósicos 
 
La biomasa lignocelulósica es un tipo de materia constituida principalmente 
por ciertos tipos de proteínas, carbohidratos, celulosa, hemicelulosa y lignina. Se 
denominan como un heteropolímero de alto complejo y el componente estructural 
de las plantas. Estas se pueden obtener de biomasa proveniente de zonas de 
condiciones climáticas cálidas o áridas.  
 
“El almacenamiento de una cantidad fija de energía en partes de sus 
componentes, hacen de la lignocelulosa un compuesto altamente biotecnológico. 
La lignina, celulosa, y hemicelulosa forman estructuras llamadas microfibrillas, 





La celulosa es un compuesto considerado como un biopolímero ya que 
forma parte de estructuras biológicas vegetales. La celulosa es polímero lineal 
cuya unidad estructural es la celobiosa, formada por residuos de Dglucopiranosa 
unidas mediante un enlace β (1—>4).  
 
Como en todo polímero su estructura es altamente cristalina debido a la 
presencia de puentes de hidrógeno ínter e intramoleculares que influyen en su 
 
4  MEDINA MORALES, Miguel; LARA FERNÁNDEZ, Lorena; et al. Aprovechamiento de 




morfología y en otros parámetros de importancia. Las zonas de alta cristalinidad 
son difíciles de hidrolizar en sus unidades monoméricas, mientras que las zonas 
de menor cristalinidad, es decir amorfas, son accesibles y susceptibles a las 
reacciones químicas. En la figura, se representan la estructura de la celulosa: 
 




Fuente: SELA, Andrés. Hidrolisis de residuos lignocelulósicos procedente del comercio de frutas 




La lignina es un heteropolímero no carbohidrato de características amorfo, 
tridimensional y ramificado, formado por alcoholes aromáticos que da soporte 
estructural, rigidez, impermeabilidad y protección a los polisacáridos 
estructurales (celulosa y hemicelulosa) y es altamente resistente a la degradación 
química y biológica.  
 
Puede retirarse mediante métodos y distinto pretratamientos con la finalidad 
de romper matrices y así llegar al material lignocelulósico. En la figura, se 














Fuente: SELA, Andrés. Hidrolisis de residuos lignocelulósicos procedente del comercio de frutas 




La hemicelulosa es una estructura compleja de carbohidratos que consiste en 
diferentes polímeros, tales como: pentosas, hexosas (glucosa, mañosa y galactosa) 
y ácidos urónicos. La xilana, cadena principal de este compuesto, está constituida 
por residuos de β-xilopiranosa unidos mediante un enlace β (1—>4). Al tener una 
configuración estructural amorfa y muy hidrofílica, permite que sea mayor su 
obtención y sea fácil de hidrolizar, incluso mejor que en el caso de la celulosa.5 
 
La principal diferencia entre hemicelulosa y la celulosa es el tamaño de la 
molécula, debido a que la hemicelulosa se compone de glucosa y otros tipos de 
azúcares. Sin embargo, las cadenas polimérieas individuales de estos 
compuestos contienen aproximadamente de 50 a 90 unidades monoméricas de 
azúcares. Debido a que las cadenas de hemicelulosa no son lineales, poseen en 
su estructura ramificaciones laterales y haciéndolas irregulares y, por ende, este 




5 SELA, Andrés. Hidrolisis de residuos lignocelulósicos procedente del comercio de frutas y 









Fuente: SELA, Andrés. Hidrolisis de residuos lignocelulósicos procedente del comercio de frutas 




La mandarina, llamada también en algunos casos con el nombre de 
tangerina. Crece en las regiones tropicales, donde la calidad el fruto es muy 
variable, dependiendo de los microclimas y de la altitud. La producción de este 
fruto es comúnmente continua a lo largo del año y es destinada al mercado en 
fresco. 
 
La cáscara de la mandarina (citrus reticulata), presenta diversas 
propiedades de compuestos que pueden ser aprovechables. La composición 











Tabla I. Caracterización de la cáscara de mandarina 
 






Azúcares reductores 10,1 
 
Fuente: elaboración propia. 
 
En Guatemala, el cultivo de mandarina está presente en los huertos 
familiares “más que como cultivo formal, por lo que existe una demanda 
insatisfecha que es cubierta con importaciones de otros países en el orden de las 
204 toneladas por año. Las cuales van en ascenso. Con la incorporación de este 
cultivo en las zonas cafetaleras puede cubrirse la demanda y ofertar al mercado 
internacional los remanentes del producto”.6  
 




Fuente: Anacafé. Cultivo de mandarina. 
http://anacafe.org/glifos/index.php?title=Cultivo_de_mandarina. Consulta: 15 de abril 2019. 
 






La naranja es una especie subtropical. Su factor limitante más importante 
es la temperatura, dado que al llegar a temperaturas inferiores a -2 ºC ya no es 
tolerable. Tanto las flores y frutos como la vegetación pueden desaparecer 
totalmente por dichas condiciones. Presenta una parada del crecimiento debido 
a bajas temperaturas. Necesita temperaturas cálidas durante el verano para la 
correcta maduración de los frutos. 
 
“El fruto tiene una forma más o menos globosa y mide de 6,4 a 9 centímetros 
de diámetro, la corteza es poco rugosa, adherente, de color anaranjado. Las 
semillas, escasas, si hay alguna, tienen color blanco y la testa rugosa”.7 
 
La composición química de la cáscara de la naranja (Citrus sinensis L.) 
presenta la información básica de azucares y compuestos que la misma posee, 
variando de acuerdo con el tipo de disposición de esta. 
 
Tabla II. Caracterización de la cáscara de naranja 
 






Azúcares reductores 9,6 
 
Fuente: elaboración propia. 
 
 




Según los reportes de comercio exterior Guatemala importa naranjas 
frescas de Honduras en un rango de 11 000 a 13 000 TM. Lo cual indica que 
existe un déficit para cubrir la demanda nacional y la oportunidad de crecer en 
áreas de producción para dicho producto.  Sin embargo, Guatemala cuenta con 
una gran diversidad de especies y familias de este fruto en diferentes regiones, 
lo que la hace muy consumida por las comunidades.  
 




Fuente: Anacafé. Cultivo de naranja. 




“Los limones están clasificados como frutas cítricas ácidas que difieren de 
las otras variedades de cítricos en cuanto a que típicamente se utilizan para otros 




en climas cambiantes (estaciones frías y cálidas). El limón es sumamente 
sensible al clima frío y crece exclusivamente en climas tropicales”.8  
 
La cáscara de limón es fuente de diversos compuestos que resultan 
beneficiosos para el ser humano. Además de presentar compuestos que pueden 
ser de alguna utilidad industrial.  
 
Tabla III. Caracterización de la cáscara de limón 
 






Azúcares reductores 7,0 
 
Fuente: elaboración propia. 
. 
La comercialización del fruto es llevada a cabo por el tamaño, para esto se 
manejan dos diámetros transversales, se considera fruto grande aquel que 
rebase un diámetro transversal de 5,3 cm. es dirigido principalmente a mercado 
nacional (supermercados) y pequeño es el fruto que tiene un diámetro alrededor 





8 MARÍN, Francisco; SOLER, Cristina; BENAVENTE-GARCÍA, Obdulio; CASTILLO, Julian, 
PÉREZ-ÁLVAREZ, José. Byproducts from different citrus processes as a source of customized 








Fuente: Anacafé. Cultivo de naranja. 
http://anacafe.org/glifos/index.php?title=Cultivo_de_naranja. Consulta 16 de abril de 2019. 
 
2.6. Pretratamientos en materiales lignocelulósicos  
 
En esta etapa del proceso, los pretratamientos en materia lignocelulósica 
se realizan con el objetivo de la reducción de la cristalinidad de la celulosa, 
además de disociar los complejos lignina-celulosa, aumentar el área superficial 
del material utilizado, minimizar la presencia de agentes que pueden dificultar 
etapas posteriores a esta, entre otros. Se cuenta con diversos tipos de 
tratamiento a los cuales puede ser sometido la materia prima, entre los cuales se 
destacan los siguientes: 
 
2.6.1. Pretratamientos mecánicos 
 







 Trituración mecánica 
 
Tipo de molienda que reduce la cristalinidad de la celulosa, aumentando la 
superficie específica y la densidad aparente, facilitando la etapa de hidrolisis. 
Presenta el inconveniente de un alto consumo energético, dependiendo del 
tamaño de partícula deseada y la cantidad de esta. Generalmente se recomienda 
el uso de tamices en este método.  
 
 Molienda comprimida 
 
Este método se considera como un tipo molienda con un dispositivo 
sometido a una sobrepresión. Obteniendo un material más homogéneo en 




Consiste en calentar la biomasa, mezclarla y cortarla produciendo cambios 
químicos y físicos en el material cuando pasa por la extrusora. 
 
2.6.2. Pretratamientos térmicos  
 
A continuación, se muestran los pretratamientos térmicos. 
 
 Explosión por vapor 
 
“Consiste en combinar altas temperaturas, entre 180 y 240 °C, y presiones 
seguida de una brusca descompresión, provocando disgregación y una ruptura 
en las fibras de la muestra”.9  
 
9 MARTÍNEZ‐ALCALÁ, Ángeles. Producción de bioetanol: mejora del proceso a partir de grano 




 Pirolisis  
 
Con este método se logra una descomposición eficiente de la materia bajo 
la presencia de calor y en ausencia de medios oxidantes. Comúnmente se realiza 
entre un rango de temperatura de 300 a 1 000 °C. 
 
2.6.3. Pretratamientos fisicoquímicos 
 
A continuación, se muestran los pretratamientos fisicoquímicos. 
 
 Explosión por vapor con amoniaco 
 
Análogo al proceso de explosión con vapor, consiste en que la biomasa es 
impregnada con amoniaco líquido, aproximadamente por 30 minutos y una 
temperatura controlada de 90 °C. Modifica las características estructurales de la 
lignina facilitando el acceso a enzimas de interés. 
 
 Percolación reciclada con amoniaco 
 
Se utiliza una solución de amoniaco entre el 10 y 15 % de concentración en 
agua destilada, la cual se hace pasar a través de la biomasa a temperaturas 
elevadas cercanas a los 150 y 180 °C. 
 
2.6.4. Pretratamientos químicos 
 







 Oxidación en medio húmedo 
 
Consiste en someter a la biomasa a la acción de agua a temperaturas 
mayores a 150 °C en presencia de oxígeno. Permitiendo la solubilización de 




El ozono actúa como un agente deslignificador, provocando que la 
hemicelulosa sea atacada levemente y que la celulosa se mantenga intacta en el 
proceso. La ventaja de este pretratamiento es que no genera sustancias tóxicas 
y se elimina fácilmente.  
 
 Hidrolisis ácida 
 
Los ácidos como el ácido sulfúrico y ácido clorhídrico concentrados son 
poderosos agentes que hidrolizan la celulosa, pero son altamente corrosivos y 
peligrosos por lo que requieren equipos adecuados a la corrosión.  
 
Este tipo de pretratamiento se lleva a cabo comúnmente con ácido sulfúrico 
diluido, con concentraciones del 1 al 4 % y en relación con la biomasa 
lignocelulósica. Las temperaturas y los tiempos son comúnmente parámetros de 
investigación. La función principal es aumentar la superficie de la celulosa 
accesible a los enzimas, gracias a la extracción de la fracción hemicelulósica. 
Considerando que se tienen pocos efectos sobre el grado de cristalinidad de la 







 Hidrolisis básica  
 
Los pretratamientos de este tipo son realizados mediante el uso de álcalis 
como hidróxido de sodio y calcio. Estos eliminan y alteran la estructura de la 
lignina, aumentando la accesibilidad enzimática a la celulosa y aumentando el 
tamaño del poro permitiendo una mejor difusión en el proceso. Se lleva cabo con 
una base al 8-12 % en peso durante 20 a 60 minutos. “Sin embargo, existen 
pérdidas variables de material lignocelulósico en la muestra según el caso”.10 
 
2.6.5. Pretratamientos biológicos  
 
Considera la acción de microorganismos con el objetivo de generar 
actividades enzimáticas capaces de hidrolizar los polímeros dentro de muestras 
de investigación. Los microorganismos más utilizados son los hongos producidos 
a partir de la podredumbre en la biomasa.11  
 
2.7. Azúcares reductores 
 
Un azúcar reductor se define como aquel que posee un grupo aldehído, 
cetona o carbonilo que se puede reducir, si carece de alguno de ellos es 
considerado un azúcar no reductor. Estos poseen el grupo carbonilo, y que a 
través de este pueden reaccionar como reductores con otras moléculas. Estos 
tipos de azúcares son oxidados mediante agentes oxidantes débiles provenientes 
de las pruebas de Fehling o Benedict. Esta reacción permite que los azúcares 
puedan revertir su forma de cadena abierta.  
 
 
10 SELA, Andrés. Hidrolisis de residuos lignocelulósicos procedente del comercio de frutas y 
hortalizas como paso previo a la producción de bioetanol. P.49. 





2.7.1. Prueba de Benedict 
 
“Esta prueba se caracteriza por el reconocimiento de azúcares reductores. 
La reducción que existe en los azúcares se debe al grupo carbonilo, que puede 
ser oxidado a grupo carboxilo con agentes oxidantes suaves. Cuando el grupo 
carbonilo esté combinado, no se presenta ningún tipo de actividad reductor”.12  
 
Los azúcares reductores son capaces de reducir el ion Cu2+ de color azul a 
Cu+ de color rojo en medios básicos. El grupo carbonilo del azúcar pasa a ser un 
grupo carboxilo cuando este se oxida. Al utilizar una base se crea un medio 
básico y el ion Cu2+ forma el compuesto Cu2O que es insoluble. Una forma de 
evitar tal inconveniente es añadir citrato de sodio que actúa como un agente 
estabilizador. 
 




Fuente: NELSON, D. L. Lehninger: Principios de bioquímica. p. 35. 
 
 






La fermentación es un proceso que transforma las moléculas de azúcar en 
distintos productos que depende del sustrato y del tipo de bacteria o 
microorganismo que se utilice. Un tipo particular de esta es la fermentación 
alcohólica que consiste en un proceso anaeróbico realizado por levaduras o 
bacterias. Obteniendo como su nombre lo indica una sustancia alcohólica y otros 
subproductos como dióxido de carbono.  
 
Los principales compuestos para completar la reacción son las hexosas 
denominados como monosacáridos formados por una cadena de seis átomos de 
carbono. La naturaleza de estos compuestos permite la obtención de alcohol 
etílico. El balance global del proceso de fermentación alcohólica para un azúcar 
reductor o hexosa es el siguiente: 
 
1 Hexosa + 2ADP + 2 Fosfatos →   2 Etanol + 2 CO2 + 2 ATP 
 
“En el balance se destaca la formación de otros compuestos ATP en la 
reacción. Sin embargo, la formación de estos compuestos en su mayor parte es 
diminuta en comparación con la cantidad de azúcares transformados en alcohol 
etílico y dióxido de carbono. Entre las sustancias secundarias se encuentran: 
glicerol, ácidos orgánicos, esteres, entre otros”.13  
 
2.8.1. Factores y condiciones que afectan la fermentación  
 
A continuación, se muestran los factores y condiciones que afectan la 
fermentación. 
 
13 ACOSTA ROMERO, Carolina. Evaluación de la fermentación alcohólica para la producción de 






Los microorganismos en cualquier proceso de reacción mantienen un rango 
de temperaturas específicos que permiten su existencia y crecimiento. En un 
proceso de fermentación es indispensable establecer un rango de temperatura 




“De manera similar que la temperatura, el pH es un factor limitante en el 
sistema. Generalmente al tratar con microorganismos debe coexistir un rango 
adecuado de pH entre 3,5 y no mayor a 6 (un medio ácido) que induzca el 
crecimiento óptimo de la levadura durante la reacción. Una variación en el pH 
puede afectar el rendimiento de los productos obtenidos”.14  
 
 Nutrientes  
 
La presencia de nutrientes en el medio de cultivo proporciona los elementos 




La exclusión de oxígeno en el proceso de fermentación generalmente se 





14  ACOSTA ROMERO, Carolina. Evaluación de la fermentación alcohólica para la producción de 






Las levaduras son los diversos hongos microscópicos y microorganismos 
con la capacidad de descomponer sustratos mediante fermentación. Se 
caracterizan por su uso mayor en las industrias licoreras, debido a la producción 
de etanol.  
 
En la fermentación alcohólica los microorganismos más importantes y 
utilizados son las levaduras de los géneros Candida seudotropicalis y 
Saccharomyccx cerevisiae que además de presentar los mejores rendimientos, 
poseen las ventajas de desempeñarse en diversas condiciones controladas. 
 
“La obtención de alcohol etílico y cuerpos orgánicos a partir de azúcares 
reductores es una cualidad de algunos tipos especiales de levaduras y 
organismos”.15 
 
2.9.1. Comportamiento del crecimiento de la levadura  
 
La curva de crecimiento de la levadura en función del tiempo muestra el 
comportamiento de los microorganismos en la fermentación. Se establecen 
cuatro fases básicas por la cual atraviesa el sistema.   
 
La primera fase es la de adaptación, en esta los microorganismos buscan 
adaptarse a los elementos y condiciones que presenta el sistema. El crecimiento 
es leve comparado con la fase posterior. La segunda fase corresponde al 
crecimiento exponencial, la concentración de microorganismos se eleva de 
 
15 REYES, Luis. Producción de etanol por fermentación de suero de quesería con levaduras  




manera considerable hasta un valor máximo. Al alcanzar el consumo límite de 
elementos y recursos en el sistema las condiciones del sistema cambian.  
 
“La tercera fase consiste en la concentración constante de los 
microorganismos, debido al agotamiento de nutrientes en el medio las células 
empezaran a morir. Finalmente, el sistema llegará a la fase de muerte, donde 
sucesivamente habrá una cantidad menor de células hasta que no se encuentre 
ninguna”.16  
 




Fuente: SÁNCHEZ, Anabel. Fermentación de malta empleando un sistema semicontinuo en el 
proceso de elaboración de cerveza. p. 11. 
 
2.10. Levadura de cerveza (Saccharomyces cerevisiae) 
 
“La levadura Saccharomyces cerevisiae conocido comúnmente como 
levadura de cerveza o vino es uno de los compuestos de microorganismos con 
 
16 SÁNCHEZ, Anabel. Fermentación de malta empleando un sistema semicontinuo en el proceso 




más estudio en la industria. Los constituyentes macromoleculares de las 
levaduras de este tipo incluyen proteínas, glicoproteínas, polisacáridos, 
polifosfatos, lípidos y ácidos nucleicos”.17 
 
Las Saccharomyces cerevisiae convierten la glucosa y fructosa por la vía 
de glicólisis en compuestos etanólicos y dióxido de carbono. Además, en la 
reacción se producen otros subproductos de trifosfato de adenosina (mejor 
conocidos por ATP) que influencian el crecimiento de los microorganismos.  
 
Sin embargo, como se hace mención en las secciones anteriores, el 
proceso de fermentación alcohólica por estos géneros de levadura requiere la 
adecuación del medio para promover la formación de biomasa. La presencia de 
azúcares asimilables en un proceso anaeróbico en un medio con temperatura y 
pH adecuados conducirán a la formación de etanol.  
 
Es necesario considerar que algunas de las enzimas involucradas son de 
naturaleza inducible y, por tanto, su activación necesitará de determinados 
requerimientos en el cultivo para alcanzar su desarrollo y llevar en plenitud su 




La destilación es la operación unitaria utilizada para la separación de 
mezclas en estado líquido en sus componentes líquidos mediante la diferencia 
de volatilidad de los compuestos. El proceso general se basa en utilizar la 
diferencia en los puntos de ebullición de los compuestos para su separación en 
condiciones controladas. La calidad del destilado depende de los fenómenos y 
las variables de manejo que se antepongan en el sistema.  
 




2.11.1. Destilación flash o de equilibrio 
 
Tipo de destilación en el que la operación unitaria sucede cuando un líquido 
saturado se mueve a un tanque de presión relativamente baja compara con la 
presión de saturación. Se caracteriza por realizarse en una sola etapa, en donde 
la mezcla líquida se vaporiza parcialmente para luego alcanzar el equilibrio y 
realizar su separación posterior.  
 
2.11.2. Destilación simple por lotes o diferencial  
 
Suele denominarse la variante más simple de la destilación por el equipo y 
técnica empleada. Su uso es especialmente realizado en laboratorios para 
pruebas piloto o muestras pequeñas. La destilación simple se realiza calentando 
la mezcla líquida inicial hasta su punto de ebullición; los componentes volátiles 
se evaporarán y pasarán al condensador donde serán recuperados para su 
efectiva separación.  
 
2.11.3. Destilación simple con arrastre de vapor  
 
En contraste con los otros tipos de destilación, existen casos cuando la 
mezcla liquida de los compuestos ebulle a elevadas temperaturas por lo que su 
separación a presión atmosférica resulta complicada en términos económicos y 
prácticos. El arrastre de vapor permite que se alcance la separación a 
temperaturas bajas y no se afecte la integridad de los compuestos.  
 
2.12. Cromatografía  
 
“La cromatografía es uno de los métodos más originales de separación para la 
determinación y análisis de compuestos en una mezcla. El nombre cromatografía 
se acredita porque las primeras separaciones se realizaron con pigmentos de 




proceso se basa en el principio de migración diferencial en el cual una fase en 
movimiento arrastra a los componentes mientras son retenidos con criterio selectivo 
por compuestos estacionarios en estados sólidos o líquidos”.18 
 
• Cromatografía de gases FID 
 
Tipo de cromatografía que consiste en la retención de una fase móvil en 
estado gaseoso por una en estado sólido. Se denomina FID cuando se emplea 
un detector especial, donde el compuesto se incinera con una llama de 
hidrógeno-aire que proporciona iones y electrones. 
 
El funcionamiento del equipo inicia al emplearse una diferencia de potencial 
al lado adyacente del quemador y un electrodo que se encuentra por encima de 
la llama; un amplificador dirige la corriente producida donde se caracteriza la 
cantidad de carbono con la cantidad de iones obtenidos en un intervalo de tiempo.   
 
El detector FID presenta la desventaja de ser extremadamente sensible a 
las impurezas que puedan encontrarse tanto en la muestra como en la sección 











18 SKOOG, Douglas; WEST, Donald; HOLLER, James; CROUCH, Stanley; Química analítica.       








3.1.  Variables 
 
A continuación, se muestran las variables del etanol. 
 
3.1.1. Variables dependientes 
 
• Cantidad de azúcares reductores 
• Rendimiento de etanol 
 
3.1.2. Variables independientes 
 
• Tipo de materia prima 
• Tamaño de partícula (mm) 
• Tiempo de hidrólisis alcalina (h) 
• Tiempo de hidrólisis ácida (h) 
• Tiempo de fermentación (h) 
 
3.2. Delimitación del campo de estudio 
 
• Área:  bioingeniería. 
• Industria: biocombustibles. 
• Proceso: rendimiento porcentual de etanol obtenido a partir de la hidrólisis 






3.3. Recursos humanos disponibles 
 
Investigador:                                 Br. Luis Haggeo Us García 
Asesor:                                         Ing. Químico César Ariel Villela Rodas 
 
3.4. Recursos materiales disponibles 
 








• Balanza analítica 
• Medidor de pH 
• Cromatógrafo de gases FID 
• Termómetro de alcohol 





• Tamiz de mesh 12 
• Plancha de calentamiento  
• Mangueras 
• Rejillas de asbesto 




• Papel filtro 
• Campana de extracción de gases 




A continuación, se muestran los instrumentos de cristalería utilizados. 
 
 Instrumentos de medición 
 
• Balón aforado de 100 mL 
• Balón aforado 250 mL 
• Pipeta serológica de 10 mL 




• Probeta de 50 mL 
• Tubos de ensayo 
• Condensador de bolas 
• Beaker de 100 mL 
• Beaker de 250 mL 
• Vidrio reloj 
• Varilla de agitación 
• Earlenmeyer de 100 mL 
• Earlenmeyer de 250 mL 






3.4.3. Reactivos y materia prima 
 
Ahora se muestran los reactivos y materia prima utilizados. 
 
 Materia prima  
 
• Cáscara de mandarina (Citrus reticulata) 
• Cáscara de naranja (Citrus sinensis L.) 
• Cáscara de limón (Citrus latifolia) 




• Hidróxido de sodio grado reactivo 
• Ácido sulfúrico grado reactivo 
• Sulfato de cobre (II) grado reactivo 
• Citrato de sodio grado reactivo 
• Carbonato anhídrido de sodio grado reactivo 
 
3.5. Técnica cuantitativa o cualitativa 
 
La investigación estará basada en las técnicas cuantitativas y cualitativas, 
ya que el experimento va a estar influido por variables dependientes e 
independientes con valores numéricos. Sin embargo, también se necesitará la 
técnica cualitativa utilizada entre los tratamientos para la identificación de 







3.5.1. Hidrólisis alcalina 
 
• Pulverizar y tamizar la materia prima. 
• Una vez tamizado, la materia prima se macerará (maceración estática) en 
una solución 0,1 M de hidróxido de sodio durante 20 minutos.  
• La materia vegetal es filtrada y separada del solvente. 
 
3.5.2. Hidrólisis ácida 
 
• A la materia prima pretratada se le realiza la lixiviación mediante maceración 
estática con reflujo con ácido sulfúrico al 4 % v/v como solvente en función 
de un periodo de 2 y 4 horas respectivamente para cada analito. 
• Filtrar el jarabe glucosado obtenido. 
 
3.5.3. Eliminación de compuestos inhibidores de la 
fermentación 
 
• Al jarabe glucosado obtenido se le adicionará una solución 5M de NaOH 
hasta llegar a un pH mayor a 10. 
•  Agregar ácido sulfúrico hasta llegar a un pH entre 5 y 6.  
• Dejar reposar durante 20 minutos. 
• Filtrar los compuestos inhibidores de la disolución. 
 
3.5.4. Destilación y cromatografía de gases FID 
 
Posteriormente a la fermentación del jarabe glucosado se realizará la 
destilación simple de cada una de las muestras a una temperatura de 80 °C y se 




Con los resultados obtenidos se tiene rendimiento a partir de la siguiente 
ecuación: 
 
% rendimiento =  
Cantidad de bioetanol 
Cantidad de biomasa de muestra
 × 100 
 
Donde la cantidad para cada sustrato de estudio fue de 100 gramos.  
 
3.6. Recolección, ordenamiento y procesado de la información 
 
Se utilizará el mismo tipo de ordenamiento, recolección y procesado de 
datos para las tres muestras de la experimentación.  
 
Tabla IV. Volumen de ácido y base utilizado para la eliminación de 









1 12,50 1,90 
2 14,30 1,70 
3 15,10 2,30 
Naranja 
1 13,10 1,60 
2 14,70 1,90 
3 12,90 1,80 
Limón 
1 15,20 1,90 
2 18,40 1,40 
3 14,50 1,50 
 
Fuente: elaboración propia, con datos del Laboratorio de Fisicoquímica, Escuela de Ingeniería 




Tabla V. Volumen de ácido y base utilizado para la eliminación de 









1 14,60 1,40 
2 13,50 1,30 
3 13,70 1,30 
Naranja 
1 16,60 1,70 
2 15,00 1,50 
3 17,10 1,90 
Limón 
1 17,90 2,60 
2 14,80 2,00 
3 15,50 2,60 
 
Fuente: elaboración propia, con datos del Laboratorio de Fisicoquímica, Escuela de Ingeniería 
















Tabla VI. pH de jarabe glucosado obtenido de la hidrólisis ácida de 2 
horas 
 













Fuente: elaboración propia, con datos del Laboratorio de Fisicoquímica, Escuela de Ingeniería 
Química, Facultad de Ingeniería, USAC. 
 
Tabla VII. pH de jarabe glucosado obtenido en la hidrólisis ácida de 4 
horas 













Fuente: elaboración propia, con datos del Laboratorio de Fisicoquímica, Escuela de Ingeniería 








Tiempo de hidrólisis 
ácida (h) 
Prueba de Benedict 
Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 
Mandarina 
2 Positiva Positiva Positiva 
4 Positiva Positiva Positiva 
Naranja 
2 Positiva Positiva Positiva 
4 Positiva Positiva Positiva 
Limón 
2 Positiva Positiva Positiva 
4 Positiva Positiva Positiva 
 
Fuente: elaboración propia, con datos del Laboratorio de Investigación de Productos Naturales, 




















Tabla IX. Volumen de destilado obtenido de cada sustrato 
 
Sustrato 
Tiempo de hidrolisis 
ácida (h) 





























Fuente: elaboración propia, con datos del Laboratorio de Fisicoquímica, Escuela de Ingeniería 







Tabla X. Porcentaje v/v (mL etanol / mL solución) de etanol obtenido        
aaaaaaade cada sustrato mediante cromatografía de gases FID 
 
Sustrato 







1 M2-1 1,3180 
2 M2-2 1,6520 
3 M2-3 1,3820 
4 
1 M4-1 1,3840 
2 M4-2 1,7410 
3 M4-3 1,1760 
Naranja 2 
1 N2-1 1,4510 
2 N2-2 1,8830 
 
 
 3 N2-3 1,2550 
4 
1 N4-1 1,2120 
2 N4-2 2,0170 
3 N4-3 1,5870 
Limón 
2 
1 L2-1 0,5610 
2 L2-2 0,3620 
3 L2-3 0,3900 
4 
1 L4-1 0,6490 
2 L4-2 0,8210 
3 L4-3 0,9200 
 







3.7. Análisis estadístico 
 
A continuación, se muestra el análisis estadístico. 
 
3.7.1. Diseño experimental  
 
El diseño experimental estará constituido por tres diferentes sustratos y se 
variará el tiempo de hidrólisis ácida en 2 y 4 horas, y se realizarán tres réplicas 
de cada muestra que constituirá la parte experimental de la investigación. Por lo 
tanto, se obtendrán 18 unidades experimentales. 
 




?̅? = media 
∑ 𝑋𝐼
𝑁
𝐼 = sumatoria de valores 
N = número de datos 
 









𝜎 = desviación estándar 
 ?̅? = valor promedio 















𝜎2 = varianza 
 ?̅? = valor promedio 
𝑥𝑖 = valor de la muestra 
N = número de datos 
 
3.7.5. Número de repeticiones recomendadas 
 
El número de repeticiones para un experimento, con un nivel de confianza 
del 95 % Za/2 = 1,96 y asumiendo que los datos de comportan en forma normal 







 [Ec. 4] 
 
n = número de repeticiones recomendadas 
E= error máximo admisible 








3.7.6. Análisis de varianza 
 
La prueba de hipótesis se realizará por medio del análisis de varianza a 
partir de la diferencia entre medias. Se asume que las varianzas son iguales de 
las k poblaciones. Se utiliza la tabla de ANOVA. 
 














Tratamientos SST k-1 MST 
MST/MSE F (𝜶, k-1, n-1) Error SSE n-k MSE 
Total SStotal n-1  
 
Fuente: WALPOE, Ronald. Probabilidad y estadística para ingenieros. 
 
La comprobación de la hipótesis nula y alternativa se realizará utilizando el 
análisis de varianza de un factor por medio de Microsoft Excel, utilizando una 
significancia del 5 %. 
 
3.7.7. Prueba de Tukey 
 
El método de Tukey se utiliza en ANOVA para crear intervalos de confianza 
para todas las diferencias en parejas entre las medias de los niveles de los 





Este método tiene como objetivo encontrar el o los mejores tratamientos del 
experimento, cosa que no se puede determinar simplemente por el análisis de 
varianza ya que este solo pone a prueba las hipótesis nulas y alternativas. 
 
















q = amplitud total estudentizada. Valor tabulado en función de: 
𝛼= nivel se significancia 
t= número de tratamientos 
𝑣𝑐=grados de libertad del error experimental 
𝑀𝑠𝑐=cuadrado medio del error experimental 
N=número de réplicas de las medias de los tratamientos a ser comparadas 
 
Si la diferencia entre dos promedios es mayor que el comparador, se 
concluye que los dos promedios no son iguales, caso contrario se concluye que 
sí son iguales. 
 
3.8. Tabulación, ordenamiento y procesamiento de la información  
 
A continuación, se presentan cálculos a partir de la información del 
laboratorio, tales como: cantidad de masa y volumen en etanol presente y el 









Tabla XII. Análisis del porcentaje v/v (mL etanol / mL solución) de etanol 
aaaaaaaaa obtenido de la cáscara de cada sustrato mediante 







C1 C2 C3 ?̅? 𝜎 
Mandarina 
2 1,3180 1,6520 1,3820 1,4570 0,1773 
4 1,3840 1,7410 1,1760 1,4337 0,2858 
Naranja 
2 1,4510 1,8830 1,2550 1,5297 0,3213 
4 1,2120 2,0170 1,5870 1,6053 0,4028 
Limón 
2 0,5610 0,3620 0,3900 0,4377 0,1077 
4 0,6490 0,8210 0,9200 0,7967 0,1371 
 
Fuente: elaboración propia, con datos del Laboratorio de Instrumentación Química Avanzada, 
UVG. 
 
Tabla XIII. Análisis del rendimiento porcentual de etanol obtenido de la 







C1 C2 C3 ?̅? 𝜎 
Mandarina 
2 0,2600 0,3128 0,2617 0,2782 0,0300 
4 0,3276 0,4533 0,2691 0,3500 0,0941 
Naranja 
2 0,2977 0,3714 0,2773 0,3154 0,0495 
4 0,2964 0,6047 0,4257 0,4423 0,1248 
Limón 
2 0,1018 0,0628 0,0677 0,0774 0,0212 
4 0,1178 0,1490 0,1742 0,1470 0,0283 
 




Tabla XIV. Anova del rendimiento porcentual de etanol obtenido de la 












Tratamientos 0,0055 1 0,0055 
19,0677 18,5128 Error 0,0006 2 0,0003 
Total 0,0060 3  
 
Fuente: elaboración propia. 
 
Figura 9. Distribución de Fisher del rendimiento porcentual de etanol 




Fuente: elaboración propia. 
 
Tabla XV. Anova del rendimiento porcentual de etanol obtenido de la 












Tratamientos 0,0364 1 0,0364 
23,5628 18,5128 Error 0,0031 2 0,0015 
Total 0,0395 3  
 




Figura 10. Distribución de Fisher del rendimiento porcentual de etanol 




Fuente: elaboración propia. 
 
Tabla XVI. Anova del rendimiento porcentual de etanol obtenido de la 












Tratamientos 0,0093 1 0,0093 
56,2521 18,5128 Error 0,0003 2 0,0002 
Total 0,0096 3  
 











Figura 11. Distribución de Fisher del rendimiento porcentual de etanol 




Fuente: elaboración propia. 
 
Para realizar el análisis de varianza (ANOVA) se siguió una distribución de 
Fisher con un nivel de confianza del 95 %, para evaluar la aceptabilidad o rechazo 
de cada una de las hipótesis estadísticas planteadas se tomó en cuenta el 
siguiente criterio: si la F es mayor a la F crítica se rechaza la hipótesis nula y se 
acepta la hipótesis alternativa, si la F es menor que la F crítica se acepta la 
hipótesis nula y se rechaza la hipótesis alternativa.  
 
Lo cual se demuestra en las figuras de régimen crítico del análisis, donde 
se acepta la hipótesis nula cuando está en el rango de aceptabilidad, y se acepa 











Tabla XVII. Resumen de resultados de análisis ANOVA 
 




El rendimiento porcentual de 
etanol obtenido en la cáscara de 
mandarina en función del tiempo 
de hidrólisis ácida. 
19,0677 18,5128  X 
El rendimiento porcentual de 
etanol obtenido en la cáscara de 
naranja en función del tiempo de 
hidrólisis ácida. 
23,5629 18,5128  X 
El rendimiento porcentual de 
etanol obtenido en la cáscara de 
limón en función del tiempo de 
hidrólisis ácida. 
56,2521 18,5128  X 
 
Fuente: elaboración propia. 
 
3.8.1. Número de repeticiones recomendadas 
 
El número de repeticiones para un experimento, con un nivel de confianza 
del 95 % Za/2 = 1,96 y asumiendo que los datos de comportan en forma normal 
se determina de la siguiente manera: 
 
n = (









Ejemplo: determine el número de repeticiones que se debe de medir la 
concentración de etanol en la cáscara de mandarina en un tiempo de hidrólisis 
ácida de 2 horas si se tiene una desviación estándar de 0,1773, una media 
de x = 1,4507 y la medición de la primera replica es de 1,3180 (Datos obtenidos 
de la tabla No. XII). 
 
n = (




= 5,85 = 6 repeticiones  o réplicas           
 
3.8.2. Programas por utilizar para el análisis de datos 
 
A continuación, se muestran los programas por utilizar para el análisis de 
datos. 
 
 Microsoft Word 2016 
 
Se utilizará este programa para editar y presentar el informe con los 
resultados obtenidos en este trabajo de investigación.  
 
 Microsoft Excel 2016 
 
Se utilizará como una hoja electrónica que permitirá automatizar diversas 
operaciones matemáticas y parámetros estadísticos como media aritmética, 
desviación estándar y los análisis de varianza correspondientes para la 













4.1. Identificación de azúcares reductores 
 
A continuación, se muestra en la tabla XVIII, la prueba de Benedict en los 
hidrolizados de la cáscara de cada sustrato. 
 




Tiempo de hidrólisis 
ácida (h) 











Fuente: elaboración propia, con datos del Laboratorio de Investigación de Productos Naturales, 
Facultad de Ciencias Químicas y Farmacia, USAC. 
 
4.2. Concentración de etanol en cada sustrato 
 
A continuación, se muestra en la tabla XIX, la concentración de etanol 





Tabla XIX. Concentración de etanol obtenido de la cáscara de cada                                                                                                                                     
aaaaaaaaasustrato mediante cromatografía de gases FID 
 
Sustrato 
Tiempo de hidrólisis 
ácida (h) 
Porcentaje v/v (mL 
etanol / mL solución) 
𝜎 
Mandarina 
2 1,4507 0,1773 
4 1,4337 0,2858 
Naranja 
2 1,5297 0,3213 
4 1,6053 0,4028 
Limón 
2 0,4377 0,1077 
4 0,7967 0,1371 
 
Fuente: elaboración propia, con datos del Laboratorio de Instrumentación Química Avanzada, 
UVG. 
 
4.3. Rendimiento de etanol obtenido en cada sustrato 
 















Tabla XX. Porcentaje de rendimiento etanol obtenido en cada sustrato 
en función del tiempo de hidrólisis ácida 
 
Sustrato 







2 0,2782 0,0301 
4 0,3501 0,0941 
Naranja 
2 0,3154 0,0495 
4 0,4423 0,1248 
Limón 
2 0,0774 0,0212 
4 0,1470 0,0283 
Fuente: elaboración propia, con datos del Laboratorio de Instrumentación Química Avanzada, 
UVG. 
 
Figura 12. Porcentaje de rendimiento promedio de etanol obtenido en 














Variable Dep. Variable Indep. 
 Limón %R t 0,03 0,001 
 Mandarina %R t 0,09 0,001 
 Naranja %R t 0,12 0,001 
 
Fuente: elaboración propia. 
 
4.4. Diferencia significativa del rendimiento de etanol obtenido de cada 
sustrato 
 
A continuación, se muestra la diferencia significativa del rendimiento de 
etanol obtenido de cada sustrato. 
 
 
Tabla XXI. Resultados de análisis ANOVA del porcentaje de rendimiento 
aaaaaaaaaetanol obtenido en cada sustrato en función del tiempo de 
hidrólisis ácida 
 




Mandarina 19,0677 0,1997 18,5128  X 
Naranja 23,5629 0,0520 18,5128  X 
Limón 56,2521 0,0173 18,5128  X 
 









El objetivo principal de la presente investigación fue evaluar el rendimiento 
de etanol obtenido a partir de la hidrólisis ácida de la cáscara de  mandarina 
(Citrus reticulata), cáscara de naranja (Citrus sinensis L.) y cáscara de limón 
(Citrus latifolia) mediante fermentación alcohólica con Saccharomyces cerevisiae 
a nivel laboratorio.   
 
Partiendo de la consideración de que este tipo de materia prima, en su 
mayoría, es encontrada sin un propósito de reutilización, aprovechamiento o 
aplicación en algún proceso como fuente de insumos, y que generalmente son 
descartadas como desechos o residuos agroindustriales.  
 
Con base a la información recopilada de la caracterización y composición 
de las cáscaras de estos tres diferentes frutos cítricos, se seleccionaron 
procedimientos, métodos y condiciones adecuadas para la obtención de 
bioetanol juntamente con la opción del aprovechamiento de este tipo de material 
vegetal.  
 
5.1. Identificación de azúcares reductores 
 
En la tabla XVIII, se muestran los resultados obtenidos de la prueba de 
Benedict para la identificación de azúcares reductores en los hidrolizados ácidos 
de cada sustrato. El análisis cualitativo se realizó en el Laboratorio de 
Investigación de Productos Naturales LIPRONAT de la Universidad de San 




La selección del ensayo de Benedict para la identificación de azúcares 
reductores en el estudio se realizó en base a su funcionalidad y simpleza. Siendo 
este, en compañía con el ensayo de Fehling, los métodos cualitativos visuales 
óptimos, en cuanto a recursos, para el reconocimiento de tales compuestos.  
 
El método utilizado para la identificación se basa en reacciones de óxido 
reducción en donde el hidrolizado se torna a un color azul por la adición del ion 
Cu2+, en un medio alcalino, el cual se puede reducir por efecto del grupo aldehído 
de los azúcares reductores a su forma Cu+. Este ion, presenta la ventaja de 
observarse como un precipitado de color rojo-anaranjado respectivo al óxido 
cuproso.  
 
En cada una de las muestras de hidrolizado, desde un tiempo de hidrólisis 
ácida de 2 a 4 horas, sometida a la prueba de Benedict se pudo observar la 
formación de un precipitado rojizo-anaranjado con lo cual se pudo comprobar la 
presencia de azúcares reductores y, por ende, aseverar que la reacción de 
identificación fue positiva en cada una de las muestras de cada especie. Un 
comportamiento esperado según la información recopilada de la composición y 
caracterización de las cáscaras de estos frutos cítricos.19 
 
Asimismo, es preciso observar en el informe de resultados de la prueba de 
Benedict proporcionado por LIPRONAT adjuntado en la sección de Anexos, que 
para cada sustrato varía la cantidad de precipitado formado, indicando la 
variación de azúcares reductores extraídos en cada muestra dada su 
dependencia en la reacción.  
 
 
19 MARÍN, Francisco; SOLER, Cristina; BENAVENTE-GARCÍA, Obdulio; CASTILLO, Julian,  
    PÉREZ-ÁLVAREZ, José. Byproducts from different citrus processes as a source of customized  




Los resultados positivos en la prueba de identificación de azúcares 
reductores enmarcan la adecuada presencia de estos compuestos en la cáscara 
de cada uno de los tres diferentes frutos cítricos seleccionados para su posterior 
fermentación y la efectividad del método de extracción y el solvente utilizado; 
además de las condiciones y parámetros de estudio previamente establecidas. 
  
En base a los resultados obtenidos en esta fase de la investigación, se 
procedió a la siguiente etapa del experimento, fermentando con Saccharomyces 
cerevisiae los jarabes glucosados de cada sustrato y así obtener una solución 
etanólica. Posteriormente se realizó la separación de etanol del fermento 
mediante destilación simple. 
 
5.2. Concentración de etanol 
 
Para la cuantificación de etanol en los destilados de cada sustrato se utilizó 
la técnica de cromatografía de gases con detector de ionización de llama FID, 
realizado en el Laboratorio de Instrumentación Química Avanzada de la 
Universidad del Valle de Guatemala.   
 
Los resultados obtenidos del equipo se pueden observar en las figuras 
adjuntas en la sección de Anexos, desde las curvas de calibración de etanol e 
isopropanol (empleado como estándar interno) hasta la cromatografía individual 
de cada muestra. 
 
En la tabla XIX, se muestran los resultados tabulados de la concentración 
de etanol promedio obtenidos de la cáscara de cada sustrato en función del 
tiempo de hidrólisis ácida, en el cual se puede observar que la cáscara de naranja 
presenta una mayor concentración de etanol en porcentaje v/v (mL de etanol / 




mandarina con un valor de 1,4507 ± 0,1773 % y la cáscara de limón con 0,7967 
± 0,1371 %. 
 
Sin embargo, cabe resaltar que la concentración obtenida en porcentaje v/v 
se encuentra en función del volumen de destilado obtenido mediante destilación 
simple y que en cada una de las muestras dichos valores difieren. No obstante, 
en las tablas XXII y XXIII se especifican la cantidad en volumen y masa de etanol 
obtenido en cada destilado, apoyando los argumentos establecidos en base a la 
información de la tabla XIX.  
 
Considerando lo estipulado anteriormente, se puede observar que en cada 
sustrato predispuesto a un tiempo de extracción o de hidrólisis ácida de 4 horas 
la concentración de etanol es mayor respecto de la concentración obtenida a un 
tiempo de hidrólisis ácida de 2 horas.  
 
Dicho comportamiento presenta la tendencia esperada según la cinética de 
la hidrólisis ácida para la obtención de azúcares reductores, en el cual al someter 
a materiales lignocelulósicos a un mayor tiempo de hidrólisis ácida se favorece 
la obtención de azúcares reductores de los sustratos.20  
 
Asimismo, la extracción de azúcares reductores también se ve afectado por 
la concentración del solvente, debido a que la exposición por largos intervalos de 
tiempo de ácido sulfúrico a concentraciones elevadas degrada las moléculas de 
azúcares reductores. Por lo cual, en la presente investigación se utilizó una 
concentración al 4 % del solvente (ácido sulfúrico) para descartar tal efecto en 
los tiempos de hidrólisis ácida establecidos y, a su vez, en los resultados.  
 
 
20 DOMÍNGUEZ, María; CASTILLO, Alberto. Estudio de la cinética de la hidrólisis ácida del  




Mediante la concentración de etanol obtenida en cada muestra, se 
procedió a la siguiente etapa de cálculo, determinando la cantidad de masa de 
etanol proveniente del destilado de cada sustrato y simultáneamente el 
rendimiento porcentual de etanol presente en cada una de ellas, a partir de una 
base de trabajo de 100 gramos por iteración.  
 
5.3. Rendimiento de etanol 
 
En la tabla XX se muestran los resultados del rendimiento de etanol de cada 
especie obtenidos al realizar la variación del tiempo de hidrólisis ácida en un 
rango de 2 y 4 horas, en el cual se puede observar, semejante a la concentración 
de etanol obtenido en cada sustrato, que: 
 
• La cáscara naranja (Citrus sinensis L.) presenta un rendimiento de etanol 
mayor con un valor de 0,4423 ± 0,1248 %, seguido de la cáscara de 
mandarina (Citrus reticulata),  con 0,3501 ± 0,0941 % y la cáscara de limón 
(Citrus latifolia) con 0,1470 ± 0,028 %. 
 
• El rendimiento de etanol de cada especie predispuesto a un tiempo de 
hidrólisis ácida de 4 horas es mayor respecto de los rendimientos 
obtenidos en un tiempo de hidrólisis ácida de 2 horas. 
 
Ambas tendencias y comportamientos pueden observarse de mejor forma 
en la figura 12, donde los datos promedios de cada especie se encuentran 
representados mediante un gráfico de barras juntamente con las incertezas de 
cada variable.  
 
Los resultados obtenidos reflejan la efectividad en la transformación de 




delimitado en el estudio. Sin embargo, tales rendimientos obtenidos se 
encuentran por debajo de los rendimientos alcohólicos en cuanto a la especie de 
naranja (Citrus sinensis L.) y diferente a las especies de mandarina y limón 
debido al uso de otros géneros de estos tipos de familias.21   
 
Pese a los resultados obtenidos, se encuentra adecuada la comparación 
del rendimiento de etanol obtenido con otros tipos de fuente vegetal o materiales 
lignocelulósicos en otras investigaciones de este tipo, debido a la identificación 
de variables de trabajo que puedan mejorar los rendimientos encontrados.   
 
Así pues, los rendimientos de etanol obtenidos en la investigación se 
encuentran condicionados y afectados por las condiciones, métodos y 
parámetros de trabajo seleccionados anteriormente mencionados. Además de 
estar atribuidos a los pretratamientos empleados en la materia vegetal, siendo 
posible incluir otros tipos de pretratamientos fisicoquímicos y/o biológicos para 
mejorar la disposición de azúcares reductores.  
 
Otro de los factores que representa una incidencia en los resultados 
obtenidos del rendimiento de etanol en el estudio es el tamaño o la escala en la 
cual fue realizado. Permitiendo evaluar su posible incremento y optimización en 
procesos de escala industrial.22 
 
Si bien, es necesario incluir aspectos relacionados al seguimiento, 
verificación de procesos y factibilidad económica para llevar a cabo estos 
 
21 TEJEDA, Lesly. Evaluación del potencial de las cáscaras de frutas en la obtención de bioetanol.       
    p. 30.  
22 SÁNCHEZ, Anabel. Fermentación de malta empleando un sistema semicontinuo en el proceso  





estudios a una escala mayor, el beneficio puede demostrarse en la mejora del 
uso de recursos paralelamente al alcance de la sostenibilidad socioambiental.  
 
Adicionalmente, es importante mencionar que el rendimiento de etanol 
obtenido en cada especie se ve afectado significativamente dependiendo de la 
procedencia (o región demográfica) de cada uno de los frutos cítricos analizados. 
Conjuntamente se atribuye también a la época de colecta y métodos de 
almacenaje. 
 
5.4. Diferencia significativa del rendimiento de etanol 
 
Se determinó si el rendimiento de etanol en cada sustrato era dependiente 
o independiente a los tiempos de hidrólisis ácida de trabajo establecidos, es decir, 
si la variable respuesta presenta un efecto significativo ante tal variable de 
control. Caso en el cual, únicamente puede determinarse mediante herramientas 
estadísticas aplicado al conjunto de datos calculados y obtenidos en cada 
sustrato.  
 
Por ello, se realizó un análisis de varianza (denominado como ANOVA) para 
determinar si los rendimientos porcentuales de etanol encontrados para cada 
especie correspondían con esta dependencia o no, mediante la prueba de 
distribución de Fischer, basada en el empleo de estimaciones poblacionales y 
grados de libertad de la agrupación de datos. 
 
En la tabla XXI puede observarse la prueba de Fischer que confirma que 
los rendimientos de etanol para cada especie son significativamente diferentes 
entre sí, concluyendo que poseen una dependencia con el tiempo de hidrólisis 
ácida de trabajo, y, por ende, afirmar el cumplimiento de las hipótesis alternativas 




Esto se puede asimilar al observar que el valor F para la cáscara mandarina 
(Citrus reticulata),  naranja (Citrus sinensis L.) y limón (Citrus latifolia) con un valor 
de 19,07, 23,56 y 56,25 respectivamente para cada especie es mayor al F crítico 
del estudio para un nivel de significancia establecido del 5 %.  
 
Asimismo, existe una probabilidad del 0,19, 0,05 y 0,02 % respectivo de 
cada especie de que esta aseveración sea incorrecta para la dependencia entra 
tales variables. Las probabilidades encontradas en cada una de las especies no 
se deben a la dispersión y variabilidad existente entre el conjunto de valores de 
rendimiento de etanol obtenidos en función del tiempo de extracción o de 
hidrólisis ácida.  
 
En contraste, es recomendable el aumento en el número de tratamientos y 
en el número de repeticiones en cada especie analizada para enriquecer el 
estudio respecto de ponderaciones e interpretaciones estadísticas, permitiendo 
así realizar otros análisis descriptivos como la prueba de Tukey, la cual considera 
las diferencias entre medias de los tratamientos en una misma experiencia, con 
la exigencia de que el número de repeticiones en cada tratamiento sea constante. 
 
Proporcionando, además, mejor descripción a nivel general de los 
resultados del rendimiento de etanol obtenidos en compañía con la determinación 
y evaluación de la eficacia del proceso experimental en cada una de las 












1. Los hidrolizados de cada especie dieron positivo para azúcares reductores 
por medio del ensayo de Benedict.  
 
2. La concentración de etanol obtenida en el destilado de la cáscara de 
mandarina (citrus reticulata) por medio de cromatografía de gases FID 
para un tiempo de hidrólisis ácida de 2 horas fue de 1,4507 ± 0,1773 % 
v/v, y para un tiempo de 4 horas 1,4337 ± 0,2858 % v/v. 
 
3. La concentración de etanol obtenida en el destilado de la cáscara de 
naranja (citrus sinensis L.) por medio de cromatografía de gases FID para 
un tiempo de hidrólisis ácida de 2 horas fue de 1,5297 ± 0,3213 % v/v, y 
para un tiempo de 4 horas 1,6053 ± 0,4028 % v/v. 
 
4. La concentración de etanol obtenida en el destilado de la cáscara de limón 
(citrus latifolia) por medio de cromatografía de gases FID para un tiempo 
de hidrólisis ácida de 2 horas fue de 0,4377 ± 0,1077 % v/v, y para un 
tiempo de 4 horas 0,7967 ± 0,1371 % v/v.  
 
5. El rendimiento porcentual de etanol obtenido en la cáscara de mandarina 
(citrus reticulata), con un tiempo de hidrólisis ácida de 2 y 4 horas fue de 
0,2782 ± 0,0301 % y 0,3501 ± 0,0941 %, respectivamente.  
 
6. El rendimiento porcentual de etanol obtenido en la cáscara de naranja 
(citrus sinensis L.), con un tiempo de hidrólisis ácida de 2 y 4 horas fue de 




7. El rendimiento porcentual de etanol obtenido en la cáscara de limón (citrus 
latifolia), con un tiempo de hidrólisis ácida de 2 y 4 horas fue de 0,0774 ± 
0,0212 % y 0,1470 ± 0,0283 %, respectivamente.  
 
8. Existe diferencia significativa en el rendimiento de etanol en cada sustrato 











1. Evaluar el rendimiento de etanol con materia prima proveniente de otra 
región y recolectada en otra estación o época del año. 
 
2. Emplear otros pretratamientos a la materia prima para facilitar la obtención 
de azúcares reductores. 
 
3. Efectuar la extracción de azúcares reductores en la cáscara de cada 
especie con otros métodos de lixiviación y solventes para evaluar el 
rendimiento extractivo. 
 
4. Cuantificar los azúcares reductores obtenidos de los jarabes glucosados. 
 
5. Evaluar el tiempo de fermentación de los jarabes glucosados obtenidos de 
la cáscara de cada especie como factor de estudio para determinar si 
existe variación en el rendimiento de etanol. 
 
6. Realizar el estudio a escala planta piloto para evaluar la diferencia 
significativa de etanol obtenido respecto de la escala laboratorio. 
 
7. Evaluar la factibilidad del estudio aplicado a sustratos provenientes o 
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Apéndice 1.  Datos intermedios para la determinación del rendimiento 
porcentual de etanol en cada especie 
 
 
Se determinó el volumen de etanol en cada sustrato mediante el volumen 
de destilado de cada muestra y su respectiva cromatografía de gases FID. Las 
cuales fueron realizadas en el Laboratorio de Instrumentación de Química 
Avanzada de la Universidad del Valle de Guatemala, y se encuentran adjuntas 
en la sección de anexos: 
 







C1 C2 C3 ?̅? 𝜎 
Mandarina 
2 0,3295 0,3965 0,3317 0,3526 0,0381 
4 0,4152 0,5745 0,3410 0,4436 0,1193 
Naranja 
2 0,3773 0,4708 0,3514 0,3998 0,0628 
4 0,3757 0,7665 0,5396 0,5606 0,1962 
Limón 
2 0,1290 0,0796 0,0858 0,0982 0,0269 
4 0,1493 0,1888 0,2208 0,1863 0,0358 
 
Obteniendo a partir de estos, la cantidad de etanol en gramos para su 





Continuación del apéndice 1. 
 







C1 C2 C3 ?̅? 𝜎 
Mandarina 
2 0,2600 0,3128 0,2617 0,2782 0,0300 
4 0,3276 0,4533 0,2691 0,3500 0,0941 
Naranja 
2 0,2977 0,3714 0,2773 0,3154 0,0495 
4 0,2964 0,6047 0,4257 0,4423 0,1248 
Limón 
2 0,1018 0,0628 0,0677 0,0774 0,0212 
4 0,1178 0,1490 0,1742 0,1470 0,0283 
 
Fuente: elaboración propia. 
 
 
Apéndice 2. Fotografías del desarrollo del trabajo 
 
Figura A.  Pretratamiento físico, disminución del tamaño de partícula 




























Figura D.  Eliminación de compuestos inhibidores de la fermentación 


























Continuación del apéndice 2. 
 


















Apéndice 3. Tabla de requisitos académicos 
 



































Blance de Masa y 
Energía (IQ-1)
Balance de Masa
Flujo de Fluidos Flujos másicos
Transferencia de 
Masa (IQ-4)
Difusión de líquidos 
en sólidos
Transferencia de 
Masa en Unidades 
Continuas (IQ-5)
Transferencia de 







































Anexo 1.  Curvas de calibración de etanol e isopropanol del 
















Anexo 2.  Cromatografía de gases FID para la muestra L2-1, cáscara 













Anexo 3.  Cromatografía de gases FID para la muestra L2-2, cáscara 














Anexo 4.  Cromatografía de gases FID para la muestra L2-3, cáscara de 










Anexo 5.  Cromatografía de gases FID para la muestra L4-1, cáscara 














Anexo 6.  Cromatografía de gases FID para la muestra L4-2, cáscara 











Anexo 7.  Cromatografía de gases FID para la muestra L4-3, cáscara de 












Anexo 8.  Cromatografía de gases FID para la muestra M2-1, cáscara de 














Anexo 9.  Cromatografía de gases FID para la muestra M2-2, cáscara de 












Anexo 10.  Cromatografía de gases FID para la muestra M2-3, cáscara   












Anexo 11.  Cromatografía de gases FID para la muestra M4-1, cáscara 














Anexo 12.  Cromatografía de gases FID para la muestra M4-2, cáscara 










Anexo 13.  Cromatografía de gases FID para la muestra M4-3, cáscara de     














Anexo 14.  Cromatografía de gases FID para la muestra N2-1, cáscara de 














Anexo 15.  Cromatografía de gases FID para la muestra N2-2, cáscara 











Anexo 16.  Cromatografía de gases FID para la muestra N2-3, cáscara de   











Anexo 17.  Cromatografía de gases FID para la muestra N4-1, cáscara de 
















Anexo 10.  Cromatografía de gases FID para la muestra N4-2, cáscara 











Anexo 19.  Cromatografía de gases FID para la muestra N4-3, cáscara de 





































Fuente: Laboratorio de Investigación de Productos Naturales, Facultad de Ciencias Químicas y 
Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala 
